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膚免疫には T 細胞、B 細胞、樹状細胞、マクロファージ、肥満細胞、好酸球、
好中球等の免疫細胞の他に皮膚特異的に存在するケラチノサイト、ランゲルハ
ンス細胞が関わっている。表皮にはケラチノサイト、ランゲルハンス細胞、T
























ン遺伝子の異常やタイトジャンクション構成蛋白である Claudin 1 の発現低下
を含む皮膚バリア機能の障害、皮膚バリア機能異常に伴い抗原が皮内へ侵入し





























黄色ブドウ球菌の細胞壁の構成成分には Toll-like receptor 2（TLR2）のリガ
ンドである Pam2CSK4、Pam3CSK4、リポタイコ酸等のリポプロテインやペ





コ酸が知られている[9-11]。TLR2 の Toll/IL-1 receptor （TIR）ドメインがア
ダプタータンパク質である MyD88 と会合することで、最終的に Nuclear 
factor-kappa B （NFκB）やMitogen-activated protein（MAP）キナーゼを活
性化させ、IL-1、IL-6、Tumor necrosis factor （TNF）等の炎症性サイトカ








黄色ブドウ球菌は Staphylococcal enterotoxin A～Eの 5種類を含むエンテロ
トキシン群や Toxic shock syndrome toxin-1（TSST-1）などの外毒素を分泌す
る。これらの外毒素はスーパー抗原である。スーパー抗原は Major 




























アトピー性皮膚炎患者における Genome-wide association studyの結果から



















るのに対し、ヒト Allergin-1 では免疫グロブリン様ドメインが 2 種類存在し、




Allergin-1 のリガンドは未だ解明されていないが IgE 受容体と Allergin-1 を抗
体を用いて架橋させることで細胞内の ITIM が脱リン酸化酵素である Src 
homology region 2 domain-containing phosphatase-1（SHP-1）と会合し、肥
満細胞の高親和性 IgE受容体である Fc epsilon receptor I alpha（FcεRI）へ
の IgE の結合によるシグナルを抑制することで脱顆粒やアナフィラキシーを抑
制する[28]。近年 SHP-1遺伝子欠損マウスを用いた実験で SHP-1が TLR2によ
るMyD88を介した炎症性シグナルを抑制することが報告された[30]。この報告
では SHP-1遺伝子欠損マウスを用いた実験であるため、SHP-1の上流のシグナ
ルは明らかとなっていない。SHP-1 は ITIM と会合することでリン酸化し活性
化シグナルを抑制することから、ITIM を持つ Allergin-1 は SHP-1 の上流のシ



































の ES 細胞より樹立した[28]。Mast cell Specific-Toxin Receptor mediated 
Conditional cell Knock out （Mas-TRECK）マウスは東京理科大学の久保先生
のご厚意により提供された[32]。実験に用いたマウスは筑波大学生命科学動物資





採取した。１×106個の骨髄細胞を 10 cmディッシュに移し、IL-3 4 ng / mLと
SCF (Stem cell factor） 10 ng / mLを加えた完全培地（RPMI-1640に 10 % 
fetal bovine serum、1% L-Glutamine-Penicillin-Streptomycin solution、1 % 
HEPES, 1 % sodium pyruvate 、 1 % MEM NEAA 、 21.45 µM 








Japan）300 unit / mL、および DNase 50 unit / µLを加えた完全培地に細断し





抗マウス Allergin-1抗体 (TX83; mouse IgG1) は以前に当研究室で作製した
ものを使用した[28]。抗マウス CD282抗体 (TLR2、クローン：6C2)、CD45.2 
(104)、FcεRIα (MAR1)、CD11b (M1/70)は eBiosciences (San Diego, CA, USA)、
c-Kit (ACK45)、Ly6C (AL-21)、CD11c (HL3)、 Siglec-F (E50-2440)は BD 





マウスの右耳介にPam2CSK4 (tlrl-pam2s-1; InvivoGen) 4 µgを皮内注射し7
日間連日耳介の厚さをマイクロメーター (OZAKI MFG. CO., LTD.) で測定し
た。注射前を基準とし、耳介の 3 か所を測定し変化量の平均値を算出した。組
織学的解析として、Pam2CSK4 で刺激し 7日目の耳介を採取し、10％ホルマリ




抗マウス Gr-1抗体を 50 µg / bodyで 2日間腹腔内投与し翌日に Pam2CSK4






ウスにジフテリアトキシン（Sigma-Aldrich）を合計 1.25 µg （250 ng/bodyで
5日間）腹腔内注射をし、投与開始後 7日目に 1×106 個 / bodyの骨髄由来肥満
細胞を耳介に移植した。その後 4 週間ジフテリアトキシンを 250ng / 週で投与
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し、刺激開始前 1週間に 250 ng / bodyで 5日間投与した。細胞移植 5週間後に
Pam2CSK4での刺激を行った。 
 
3-7 定量 PCR 
刺激した肥満細胞を回収し TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を用い
て mRNA を抽出し、 capacity cDNA reverse transcription kit (Appied 
Biosystems, Carlsbad,CA, USA) を用いて cDNAを合成した。SYBR® Select 
Master Mix  SYBR® Select Master Mix  (Appied Biosystems) を用いてリア
ルタイム PCR（Polymerase Chain Reaction）を行った。プライマーは以下を
用いた。 
Il6  forward 5’-gaggataccactcccaacagacc-3’  
Il6  reverse 5’-aagtgcatcatcgttgttcataca-3’ 
Tnf  forward 5’-gggccaccacgctcttc-3’ 
Tnf  reverse 5’-ggtctgggccatagaactgatg-3’ 
Il1b forward 5’-actcaactgtgaaatgccacc-3’ 
Il1b reverse 5’-tgatactgcctgcctgaagc-3’ 
Tlr2 forward 5’- ggagcatccgaattgcatcac-3’ 
Tlr2 reverse 5’-gaacagcgtttgctgaagagg-3’ 
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Tlr6 forward 5’- accgtcagtgctggaaatag-3’ 
Tlr6 reverse 5’-ctattaaggccagggcgcaa-3’ 
GAPDH forward 5’-tggtgaaggtcggtgtgaac-3’ 




















4-1  TLR2リガンドによる皮膚炎での Allergin-1の機能 
 野生型マウスにおいて TLR2 リガンド単独刺激によって皮膚炎が誘導される
ことが報告されており[33]、この報告を参照し解析を行った。In vivoにおける
TLR2 リガンドによる刺激に対する Allergin-1 の影響を調べるため、野生型、
及び Allergin-1 遺伝子欠損マウスの耳介に TLR2 リガンドである Pam2CSK4
を皮内注射し、その後の耳介の腫脹の継時的変化を測定した。野生型マウスで







めた。しかし、刺激後 8 日目には野生型、Allergin-1 遺伝子欠損マウスともに




った結果、HE 染色で Allergin-1 遺伝子欠損マウスの真皮の肥厚を認めた（図







































4-3  In vitroでの TLR2リガンド刺激に対する Allergin-1の抑制 





Allergin-1 は TLR2 シグナルを抑制することでこれらのサイトカインの産生を
抑制していると考えた。これを証明するため、野生型、及び Allergin-1 遺伝子
欠損マウスの骨髄由来肥満細胞を Pam2CSK4 で刺激をし、tnf、Il6、Il1b の発
現を定量 PCR で比較した。Tnf、Il6、Il1b のいずれにおいても Allergin-1 遺












我々は Allergin-1 が TLR2 リガンド刺激による耳介の腫脹、好中球浸潤を負
に制御することを明らかにした。Allergin-1のリガンドについては未だ明らかと
なっていないため、Allergin-1 による TLR2 の制御機構について十分な解析は
行えなかったが、直接、または間接的に TLR2 シグナルを抑制していると考え
る。In vitroの実験においても肥満細胞上の Allergin-1は Pam2CSK4刺激によ
るサイトカインの発現を抑制していた。野生型マウスでは Pam2CSK4 投与でサ
イトカインの発現上昇は認めなかったが、これはおそらく解析の時間が非常に












TNF-α がある。この２つは IPF やアスベストーシス患者で高発現すること[39]
から線維化の治療標的として考えられるようになった。更なる研究で IL-1β、ま
たはTNF-αを過剰発現させたマウスでは肺の線維化を引き起こすことが判明し

















う結果を得た。Allergin-1 遺伝子欠損マウスでは TLR2 リガンドによる刺激後
翌日と非常に早い時点で好中球浸潤を認めていることから皮膚組織に常在する
免疫細胞の関与が示唆された。自然免疫において好中球は細菌やウイルス等を



























我々は Allergin-1 が IgE 受容体の抑制だけでなく、TLR2 リガンド刺激に対


















































CD；Cluster of differentiation 
DT；Diphtheria toxin 




ITIM；Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif 
IPF；Idiopathic pulmonary fibrosis 




NFκB；Nuclear factor-kappa B 
PAMPs；Pathogen-associated molecular patterns 
PCR；Polymerase chain reaction 
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SCF；Stem cell factor 
SHP-1；Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1 
SNP；Single nucleotide polymorphism 
SPF；Specific-pathogen free 
TGF-β1；Transforming growth factor-β1 
Th2；T helper type 2 
TIR；Toll/IL-1 receptor 
TLR；Toll-like receptor 
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SEM）。* P< 0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001。 (B) C57BL/6Nマウス（WT）とAllergin-1
遺伝子欠損マウス（KO）にPam2CSK4を4 µg皮内注射後1日目、及び8日目の皮膚組織中
の好中球の割合をフローサイトメトリーで解析した。(C) Pam2CSK4で刺激し7日目の皮膚
組織のHematoxylin-eosin染色 (HE)、（D）及びMasson trichrome染色 (MT)を示した。
更にMT染色で膠原線維の肥厚 (矢印) を計測した（mean ± SEM）。* P<0.05,  ** P< 
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 皮膚組織中の肥満細胞 (CD45.2+PI-FcεRI+c-Kit+), 好酸球 (CD45.2+PI-Siglec-F+), 好中
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図3 好中球除去マウスにおけるAllergin-1の影響  
(A)抗マウスGr-1抗体による好中球除去を確認した。  
(B) 野生型 (WT)、及びAllergin-1遺伝子欠損マウス (KO) に抗マウスGr-1抗体を投与し好中
球を除去した後にPam2CSK4で刺激し耳介の腫脹を測定した(mean ± SEM)。Control IgG
投与群は野生型、Allergin-1遺伝子欠損マウスともに4匹ずつ、抗マウスGr-1抗体投与群は野
生型は9～14匹、Allergin-1遺伝子欠損マウスは9～15匹を用いて解析を行った。*は抗マウス
Gr-1抗体 WT群 と抗マウスGr-1抗体 KO群、†は抗マウスGr-1抗体 WT群とcontrol IgG WT
群、#は抗マウスGr-1抗体 KO群とcontrol IgG KO群の統計解析結果を示す。 
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図5 . In vitro でのTLR2リガンド刺激に対するAllergin-1の抑制 
野生型、およびAllergin-1遺伝子欠損マウスの骨髄由来肥満細胞をPam2CSK4 1 µg / mLで
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